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RESUMEN

Chile en el continente Sudamericano esta caracte-
rizado por presentar una variedad de ecosistemas
acudticos que han sido moldeados de acuerdo
a los patrones bioclimaticos y biogeograficos
imperantes, en la que se ha desarrollado una fauna
Unica y altamente endémica. En este contexto,
y considerando los compromisos ambientales y
de conservacion de especies y ecosistemas del
Estado de Chile, realizamos una revision del po-
tencial uso y aplicaciones del ADN ambiental
en humedales como una técnica complementa-
ria para estudios de biodiversidad en Chile y

planteamos una serie de hipotesis que son utiles
para comprender la ecologia del ADN ambien-
tal en Chile. Adema3s, realizamos una prueba
experimental del efecto de diferentes métodos
de extraccion de ADN ambiental y evaluamos
el éxito de amplificacion en dos humedales de
la Ecorregion de Lagos Valdivianos. Encontramos
que existen diferencias en la concentraciéon de
ADN entre los métodos, pero que estan asocia-
das al método de cuantificacién (fluorimétrica
vs espectrométrica). Sin embargo, el éxito de
amplificacion puede depender del método de
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extraccion de ADN ambiental. Finalmente, con-
cluimos que el uso del ADN ambiental es una
alternativa atractiva y factible de ser utilizada
en complemento a las metodologias tradiciona-
les de muestreo.

Palabras claves: ecosistemas acuaticos, peces,
eDNA, analisis molecular.

ABSTRACT

In South America, Chile is characterized by pre-
senting a variety of aquatic ecosystems than
have been shaped according to the prevailing
bioclimatic and biogeographic patterns, in which
a unique and highly endemic fauna has develo-
ped. In this context, and considering the envi-
ronmental and conservation commitments of
species and ecosystems of the State of Chile, we
carry out a review of the potential use and appli-
cations of environmental DNA in wetlands as a
complementary technique for biodiversity stu-
dies in Chile and we propose a series of hypo-
theses that are useful for understand the ecolo-
gy of environmental DNA in Chile. Furthermore,
we conducted an experimental test of the effect
of different environmental DNA extraction me-
thods and evaluated the amplification success
in two wetlands of the Valdivian Lakes Ecoregion.
We found that there are differences in DNA con-
centration between the methods, but that they
are associated with the quantification method
(fluorimetric vs. spectrometric). However, the
success of amplification may depend on the en-
vironmental DNA extraction method. Finally,
we conclude that the use of environmental DNA
is an attractive and feasible alternative to be used
in addition to traditional sampling methodologies.

Keywords: aquatic ecosystems, fish, eDNA, mo-
lecular analysis.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas acudticos continentales se carac-
terizan por tener una heterogénea productividad
en el perfil longitudinal y por ofrecer una varie-
dad de tipos de habitats que permiten el desarro-
llo de un gran namero de especies (Vila, et al.
2006), de forma tal que sostienen una alta rique-
za y biodiversidad. Estos ecosistemas, o humeda-
les segtin la definicion propuesta por la Convencion
de Ramsar (2013), son de vital importancia debi-
do a que mantienen procesos ecologicos claves
en el que las especies interacttian y las comunida-
des flucttan y evolucionan en el espacio y tiem-
po (Elosegi y Sabater, 2009). La extensa franja
continental que Chile presenta en Sudamérica le
confiere una amplia diversidad bioclimatica, con
variados paisajes, ecosistemas y ambientes acua-
ticos que se distribuyen a lo largo de un marcado
gradiente latitudinal distribuyendose en cinco eco-
rregiones que coinciden con los patrones climati-
cos y geograficos (Figura 1) (Abell, et al. 2008;
Luebert y Pliscoff, 2017).

Caracteristicas de las aguas
continentales en Chile

En Chile existen mas de 20 tipos de humedales
(Gligo, 2016; MMA, 2019), influenciados por el
aislamiento biogeogrifico y las barreras natura-
les del Océano Pacifico y la Cordillera de Los
Andes, incluyendo rios, planicies de inundacion,
lagos, lagunas, bofedales, hualves, turberas,
estuarios y areas costeras marinas, con una im-
portante diversidad bioldgica y genética, con un
alto y marcado endemismo (Vila y Quezada-
Romegialli, 2018). En el extremo norte, la zona
Altipldnica presenta cuencas endorreicas con
humedales principalmente de tipo bofedal, la-
gunas, rios intermitentes y salares. Hacia la
zona central (entre los 277° y 31° Latitud Sur),




las condiciones climiticas y geograficas cam-
bian, las cuencas son de caricter exorreico
(desembocan en el mar), aparecen sistemas acua-
ticos de valles transversales y cuerpos de aguas
temporales. A partir de los 31° LS las precipita-
cionesy la densidad de humedales aumentan, se
observan rios de mayores caudales, y paulatina-
mente los paisajes incluyen fiordos, hualves, gran-
des lagos, marismas y turberas. Por ultimo, en la
zona sur-austral se registran las mayores preci-
pitaciones del pais, concentrandose a su vez la
mayoria de los recursos hidricos, destacan lagos
de gran envergadura y rios medianamente exten-
sos que alimentan una gran cantidad de fiordos
y canales (Figueroa, 2018; Reid, et al. 2019).

Esta heterogeneidad de ambientes tinicos en el
mundo configura un escenario ideal para el de-
sarrollo de una biodiversidad caracteristica, en
la que han evolucionado alrededor de 31.099
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especies nativas considerando mamiferos, aves,
peces e invertebrados (MMA, 2016). En particu-
lar, se han descrito 1.226 especies de peces ma-
rinos y alrededor de 48 especies de peces conti-
nentales y estuarinos (Vila y Quezada-Romegialli,
2018; Habit, et al. 2019).

Ante este escenario, el estudio de la diversidad
genética (biodiversidad a nivel intraespecifico)
comenzd a tomar mayor relevancia ecologica a
partir del afio 2000, actualmente los peces y an-
fibios son los grupos mejor estudiados (Habit, et
al. 2019). Sin embargo, pese al aumento de los
trabajos realizados en diversidad genética en
los tltimos afios, la informacion total disponible
sigue siendo insuficiente, ya que no logra cuan-
tificar de forma apropiada la diversidad
intraespecifica de la biota presente en Chile
(MMA, 2018), especialmente los peces de aguas
continentales (Vila y Quezada-Romegialli, 2018).
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Figura 1:

Ecorregiones biogeo-
graficas de Chile de
acuerdo a Abell, et al.
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Compromisos ambientales y estado
de conservacion de las especies en Chile

1) Compromisos

Enla cumbre de la Tierra por las Naciones Unidas
de Rio de Janeiro en 1992, se reconocio la nece-
sidad mundial de conciliar la preservacién y
conservacion futura de la biodiversidad, a tra-
vés del Convenio sobre la Diversidad Biologica
(CBD) que Chile oficializ6 en 1995. Luego en el
ano 2003, Chile establecié un plan estratégico
2011-2020 y desafios para la conservacion de la
biodiversidad con el fin de lograr los objetivos
comprometidos en el CBD, planteando cinco li-
neas estratégicas: 1) Promover el uso sostenible
de la diversidad biolégica; 2) incrementar la con-
ciencia, participacion, informacioén y conoci-
miento sobre la biodiversidad; 3) establecer
instituciones solidas, buena gobernanza y dis-
tribucion equitativa de los beneficios derivados
de la diversidad bioldgica; 4) incluir objetivos
de la biodiversidad en politicas, planes y pro-
gramas del sector publico y privado; y 5) pro-
teger y restaurar la biodiversidad y sus servicios
ecosistémicos; dividiendo el plan en cinco areas
tematicas (conservacion de la biodiversidad de
las islas marinas y oceanicas, manejo de las es-
pecies exodticas invasoras, conservacion de es-
pecies autdctonas, dreas protegidas, y conser-
vaciéon y uso racional de humedales
(Jorquera-Jaramillo, et al. 2012; Gligo, 2016).

Sin embargo, el quinto informe de evaluacion
del avance en el cumplimiento de la CBD (MMA,
2014 ), concluye que el 85% de las 20 metas para
la preservacion y conservacion de la biodiver-
sidad, establecidas en el Plan Estratégico para
la Diversidad Biologica 2011-2020, poseen cum-
plimiento de grado bajo y medio-bajo, y ningu-
na meta ha sido cumplida con un nivel alto (Gligo,
2016; 2019). Adicionalmente, el Gltimo informe,
no presenta resultados alentadores, en donde
metas tales como la incorporaciéon de elemen-
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tos para la reducciéon de los impactos sobre la
biodiversidad y establecimiento de criterios para
la conservacion; monitoreo, seguimiento, eva-
luacion y reporte de la salud de la biodiversidad
en todos sus niveles, y un avance hacia la regu-
lacion que resguarde los recursos genéticos
nativos, siguen presentando avances insuficien-
tes o sin cambios. (MMA, 2016; 2019).

2) Conservacion y biodiversidad

No se puede proteger lo que no se conoce, por
lo tanto, los problemas de la descripcién de la
biodiversidad juegan un rol importante al mo-
mento de tomar decisiones sobre conservacion.
Estas dificultades estdn ligadas principalmente
a la identificacion de individuos en sus prime-
ros estadios de desarrollo (Peredo-Parada, et al.
2009), y la identificacion de especies cripticas,
aquellas raras o dificiles de capturar que mu-
chas veces requieren de taxbnomos expertos
y/o esfuerzos de muestreo rigurosos y constan-
tes, haciendo que las evaluaciones ambientales
a gran escala sean costosas, lentas y poco repre-
sentativas, sin contar con los posibles peligros
que se puede someter el investigador y los da-
fios que se pueden generar a los individuos o
ecosistemas en estudio (Bista, et al. 2017; Cristecu
y Hebert, 2018; Adams, et al. 2019). Por otro
lado, es importante conservar la biodiversidad
en todos sus niveles jerarquicos, esto es a nivel
de paisaje, ecosistemas, comunidades, especies
y poblaciones, y genes. En particular, la diver-
sidad genética es un factor determinante para
estimar la biodiversidad en humedales, ya que
nos permite comprender de mejor forma las in-
teracciones entre especies y su ambiente como
herramienta para preservar la diversidad biold-
gica, y evaluar el estado de los sistemas de agua
dulces, monitoreando posibles factores de
estrés que pueden conllevar a una pérdida de




biodiversidad (Habit, et al. 2019). Las principa-
les razones que afectan la diversidad del pais, y
especificamente que atafien a la ictiofauna, se
encuentran la fragmentacion y alteracion de
ecosistemas terrestres que lleva consigo a au-
mentos en la contaminacion acudtica, sobreex-
plotacion del recurso hidrico por uso industrial,
ganadero y humano, el cambio climatico y la in-
troduccion de especies invasoras (Butchart, et
al. 2010; Caley, et al. 2014; Johnson, et al. 2017;
Habit, et al. 2019), que potenciados con una dé-
bil gestion sobre la diversidad bioldgica, deja en
evidencia un importante déficit en la aplicacién
de politicas publicas, escasez de fondos dispo-
nibles, limitada informacion e insuficiente pre-
ocupacion por el medio ambiente por parte de
las entidades correspondientes (Pérez-Quezada
y Rodrigo, 2018). Ademas, una aparente insufi-
ciencia en el diagnostico temprano sobre el es-
tado del medio ambiente, pone en peligro los
ecosistemas Unicos en el mundo que nuestro
pais posee. Para detener la pérdida de especies
y/0 hacer seguimiento a especies que se encuen-
tren en alguna categoria de conservacion, resul-
ta necesaria la aplicacién de métodos novedo-
s0s, mas robustos, confiables y econémicos, que
complementen las técnicas tradicionales para la
descripcion de la fauna que habita en los hume-
dales. Dentro de este contexto, en el presente
trabajo realizamos una revision del potencial
uso y aplicaciones del ADN ambiental en hume-
dales como una técnica complementaria para
estudios de biodiversidad ictica en Chile.
Adicionalmente, realizamos una prueba expe-
rimental del efecto de diferentes métodos de
extraccion de ADN ambiental y el éxito de am-
plificacion en dos humedales con alta presencia
de inhibidores en la Ecorregion de Lagos
Valdivianos, como primer paso para el uso del
ADN ambiental en estudios de monitoreo
ambiental pilotos.
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Uso y obtencion del ADN ambiental

La utilizacion del material genético provenien-
te de células cutaneas, orina, heces, saliva o cual-
quier secrecion o tejido corporal, incluso cada-
veres, que los individuos desprenden al
ambiente (i.e. ADN ambiental, eDNA por sus
siglas en inglés environmental DNA), puede ad-
herirse o ser depositado en el sedimento, zona
inferior o lateral en humedales, o bien perma-
necer o ser transportado en la columna de agua
(Barnes y Turner, 2016; Elbrecht y Leese, 2017;
Adams, et al. 2019). Asi, el uso del eDNA se ha
establecido como una alternativa complemen-
taria a las técnicas de monitoreo tradicionales,
suministrando informacién rapida y a gran es-
cala sobre la genética, minimizando asi el estrés
en animales silvestres, soslayando la escasez
de taxbnomos especializados (Cristecu y Hebert,
2018; Adams, et al. 2019). La captura del eDNA
se puede realizar a través de diferentes metodo-
logias como, por ejemplo, filtracion de agua,
concentracion de ADN proveniente de distin-
tas matrices o extraccion de ADN desde mues-
tras de sedimento (Cristecu y Herbert, 2018),
basdndose principalmente en la detecciéon de
fragmentos cortos de ADN, preferentemente de
ADN mitocondrial (ADNmt), debido a su gran
numero de copias, el que actia como un marca-
dor molecular tnico (Rees, et al. 2014).

1) Técnicas de estudio, analisis
y aplicaciones del eDNA

El avance, accesibilidad y sensibilidad de las tec-
nologias moleculares para los analisis del ADN
han abierto nuevas aristas en diferentes técni-
cas que pueden ser utilizadas para monitoreos
ecosistémicos usando eDNA (Cristecu y Hebert,
2018; Harper, et al. 2018). Es asi como en estu-
dios de genética de poblaciones y diversidad
genética, los anilisis de PCR-RFLP (por sus




siglas en inglés, restriction fragment length
polymorphism PCR) son ampliamente usados
ya que permite la deteccion de polimorfismos
en las secuencias del ADN a través de la utiliza-
cion de enzimas de restriccion, resultando en
una alternativa econdmica y altamente sensible,
sin embargo, no tan precisa (Clusa, et al. 2017;
Igawa, et al. 2019). Por otro lado, los analisis de
metabarcoding (en espanol literalmente me-
ta-barcodigo o “meta cédigo de barras genéti-
c0”) se refieren a la deteccién simultanea de
multiples especies dentro de una comunidad, a
través de la amplificacion de secuencias de
ADNmt por PCR (por sus sigla en inglés poly-
merase chain reaction) con partidores grupo-
especificos, entregandonos informaciéon mas
precisa sobre la riqueza de un taxa en especifi-
co (Balint, et al. 2018; Nester, et al. 2020). Por
otro lado, a través del eDNA, podemos obtener
una estimacion directa de la cantidad absoluta
de un gen en una muestra ambiental, y por lo
tanto, una estimacion indirecta de la abundan-
cia o biomasa de una especie en el sitio de es-
tudio (Ttakura, et al. 2019). Los analisis de qPCR
(reacciones en cadena de la polimerasa cuanti-
tativo o en tiempo real, qPCR por sus siglas en
inglés quantitative PCR) nos entrega informa-
cion sobre la presencia/ausencia de un trozo de
un gen especie-especifico, el que ademas cuan-
tifica su namero de copias en tiempo real en una
muestra de eDNA (Harper, et al. 2018; Itakura,
et al. 2019). A pesar de estos importantes avan-
ces, en los ultimos afios se ha desarrollado la
técnica de ddPCR (por sus siglas en inglés dro-
plet-digital PCR), siendo ain mas sensible que
el gPCR, que permite la deteccidn y cuantifica-
cion de concentraciones bajas de ADN, ya que
realiza un fraccionamiento de la reaccion de
PCR en mas de 20.000 gotas utilizando aceite
de emulsion, incorpora una tincion fluorescen-
te directamente en la reaccién, similar a la téc-
nica de citometria de flujo, realizando un con-
teo independiente de controles positivos y
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negativos, lo que disminuye la posibilidad de
obtencién de resultados erroneos (Baker, et al.
2018; Hunter, et al. 2019). Estos analisis de eDNA
han sido ampliamente utilizados como un mé-
todo validado para la detecciéon y cuantificacion
de especies en diferentes ecosistemas, permi-
tiendo realizar estudios ecologicos a diferentes
escalas temporales y espaciales, capturando
patrones de biodiversidad, validando la riqueza
de taxones y la composicion de las comunida-
des (Harper, et al. 2019; Hansen, et al. 2020),
a través de diferentes aplicaciones.

1.1) El ADN ambiental como
herramienta de gestion

Para estudios de sistemas acuaticos, se han
propuestos diversos indices bioticos y espe-
cies como indicadores biologicos para
evaluar el estado y/o calidad del agua en eco-
sistemas acuaticos (Figueroa, et al. 2007;
Habit, et al. 2019). De acuerdo con lo com-
prometido en el Plan de Adaptacion al
Cambio Climatico en Biodiversidad (MMA,
2014), se planted como estrategia crear una
red nacional de monitoreo de la biodiversi-
dad a nivel de cuencas y microcuencas como
indicadores de salud ambiental de ecosiste-
mas acudticos, requiriendo un esfuerzo de
integracion y coordinacion entre distintos
actores (consultores, académicos, investiga-
dores y otros) que levantan informacion
publica a través de tres actividades: 1) Sistema
de Evaluacion Ambiental (SEIA); 2)
Programas de seguimiento establecidos en
Resoluciones de Calificacion Ambiental
(RCA), y 3) Normas de Calidad Secundaria
del Agua (NSCA). El eDNA se perfila como
una novedosa alternativa de biomonitoreo
(Figura 2), utilizando técnicas moleculares
(e.g. metabarcoding) que permite extender
el namero de especies detectadas y aumen-
tar la resolucion taxonomica, mejorando la




caracterizacion del ensamble de especies en
las comunidades ecoldgicas (Hering, et al.
2018), y que resulta complejo de realizar s6lo
con claves taxondmicas. De esta manera, la
identificacion en base a ADN posibilita in-
cluir especies poco frecuentes o dificiles de
observar con métodos tradicionales, asi el
monitoreo de especies invasoras, endémicas
o en peligro de extincidn se ve beneficiado.
A modo general, los métodos moleculares
permitirian establecer métricas o indices
moleculares proporcionando conclusiones
similares y complementarias a los métodos
tradicionales, sobre las condiciones ambien-
tales, el estado y la ecologia en sistemas
acuaticos (Pawlowski, et al. 2018). La estan-
darizacion de los métodos de andlisis gené-
ticos, junto con la sistematizaciéon de la
informacion proporcionaran a los actores
una herramienta 1til y eficaz para apoyar a
la red nacional de monitoreo.

1.2) Experimentacion y aspectos claves

Con el objetivo de comprender los procesos
ecologicos que operan en los ecosistemas
acuaticos, como también en estudios des-
criptivos para dilucidar los patrones de ri-
queza y abundancia en peces y otros grupos,
se pueden realizar diversos experimentos
en base al eDNA (Bista et al., 2017; Itakura
et al., 2019). Por ejemplo, en el trabajo de
Evans et al. (2016) se plantean una serie de
preguntas: ;Es posible medir la riqueza de
especies icticas utilizando eDNA metabar-
coding dentro de una comunidad de espe-
cies en diferentes densidades y abundancia
relativa?; ;Existe una asociacion positiva en-
tre la abundancia de especies icticas y la se-
cuenciacion masiva?; ;Qué aproximacion es
mads certera en predecir abundancia, el nt-
mero de individuos o la biomasa?. Para res-
ponder a estas interrogantes se puede plan-
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tear tres tipos de disefios experimentales, a
diferentes escalas espaciales y temporales
(Figura 2):

 Experimentos de campo:

Se utilizan arroyos naturales y/o artificiales,
estos ultimos ofrecen la capacidad de con-
trol de algunas condiciones ambientales (ve-
locidad de corriente, nivel del agua, concen-
tracion de sustancias quimicas). Presentan
un alto realismo, permite comprender pa-
trones a pequena (riqueza y abundancia) y
gran escala (distribucion) para estudiar co-
munidades o poblaciones icticas en condi-
ciones naturales. También permiten evaluar
el efecto del cambio climatico en la diversi-
dad genética.

« Experimentos de mesocosmos:

Se aislan comunidades de organismos acua-
ticos de su ambiente natural, se someten a
experimentacion procesos ecologicos que
controlan las comunidades acuaticas (e.g.
efecto Top-Down, Bottom-Up), perturba-
ciones, interacciones troficas y patrones de
colonizacion, entre otros.

» Experimentos de laboratorio:

Se aislan individuos de poblaciones acuati-
cas de su ambiente natural, se pueden estu-
diar aspectos de la persistencia del ADN de
la especie de interés, como también la varia-
cion de la concentracion de eDNA frente a
factores controlados (e.g. exposicion a luz y
sombra, concentracion de sustancias quimi-
cas, temperatura, luz ultravioleta, entre otros).

Por otro lado, en la parte experimental estd
implicito que la comprensién de los aspec-
tos claves respecto a la ecologia del eDNA
considera principalmente cuatro aristas, el
origen, estado, transporte y persistencia del




material genético en el medio ambiente
(Barnes y Turner, 2016).

1.3) Especies invasoras

Las especies exo0ticas invasoras (EEI) en
ecosistemas de agua dulce de Chile son nu-
merosas y diversas, incluyendo microalgas,
macrofitas, peces, anfibios y mamiferos,
entre otros (Habit, et al. 2019). Los salmo-
nidos son posiblemente el grupo de especies
invasoras mas exitosas y que probablemente
generan un mayor impacto a los ecosistemas
(Arismendi, et al. 2014). Debido al caracter
de oportunistas y ser depredadores de gran
tamafo, generalmente afectan a las pobla-
ciones nativas, con efectos adversos en los
diferentes niveles ecoldgicos, generando im-
portantes pérdidas de biodiversidad
(Mouillet, et al. 2018). Los estudios de eDNA
han sido ampliamente usados para la detec-
cion y monitoreo de las EEI, en sistemas de
agua dulce y otros ecosistemas (Barnes y
Turner, 2016; Dougherty, et al. 2016), debi-
do principalmente a la rapidez en la entrega
de resultados (Figura 2). La deteccion tem-
prana de especies invasoras es primordial
para evitar dafios mayores, 0 su expansion
a otros ecosistemas, pudiendo utilizar las di-
ferentes aplicaciones del eDNA para el mo-
nitoreo de EEI, permitiendo obtener infor-
macioén mas precisa sobre los impactos
producidos en los distintos niveles de la tra-
ma trofica, evaluar el contenido de las aguas
de lastre, entre otros.

1.4) ADN ancestral

La paleobiologia se ha posicionado en los l-
timos afios como una alternativa de monito-
reo ambiental, combinando disciplinas como
la paleontologia, la biologia y 1a ecologia, con
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el fin de entender los acontecimientos del pa-
sado, y tomar mejores decisiones para el fu-
turo (Bélint, et al. 2018). La paleogendémica
es una de las ramas de la paleobiologia que
utiliza el ADN antiguo o ancestral (ADNa),
el cual se define como ADN degradado que
ha perdurado al paso de los afios, para ofre-
cer, una ventana al pasado (Shapiro, et al.
2012). El andlisis de ADNa permite, registrar
cambios genéticos a través del tiempo y ob-
servar directamente procesos evolutivos y
ecologicos (Shapiro, et al. 2012; Orlando y
Cooper, 2014). Dentro de este contexto, los
sedimentos de lagos y lagunas se han posicio-
nado como excelentes archivadores de la his-
toria evolutiva molecular de micro y macro-or-
ganismos acudticos y terrestres, debido a las
bajas perturbaciones que pueden presentar
los sedimentos a través del tiempo (Parducci,
et al. 2017; Ficetola, et al. 2018; Olajos, et al.
2018). Ademds, actualmente existe una alta
capacidad de obtener informacion en un con-
texto temporal y espacial de las diferentes es-
pecies que habitaron alli en el pasado, gracias
a la extraccion del material genético que ha
quedado adherido al sedimento (ADNseda,
ADNa sedimentario) y al desarrollo de nue-
vas tecnologias de secuenciacion (Figura 2)
(Olajos, et al. 2018). Chile posee ecosistemas
altamente biodiversos y inicos en el mundo,
que han sido, fuertemente alterados por cam-
bios ambientales climaticos y no climaticos.
Sin embargo, no existen registros extensos
de las condiciones pasadas de estos ecosiste-
mas y de sus cambios a través del tiempo, asi
como tampoco se tiene un buen entendimien-
to sobre el impacto ecologico y ambiental de
la introduccion de especies invasoras. No obs-
tante, actualmente estas interrogantes pue-
den ser abordadas con mayor resolucion con
el uso de ADNa.
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Figura 2: Esquema que ejemplifica diferentes aplicaciones y uso del eDNA. En la parte superior izquierda de la figura se
observa el impacto que puede generar una especie acudtica invasora (EEI; en este caso una silueta de Trucha arcoiris), las
flechas segmentadas representan efectos negativos (en zooplancton y zoobentos) y la fecha punteada, posibles efectos
positivos (en fitoplancton). En la aprte superior derecha de la figura se representan diferentes metodologias de monitoreo
(tradicional y molecular). En la parte inferior izquierda se esquematiza la obtencién de un perfil sedimentario a través de un
testigo o “core” para los estudios de ADN ancestral; y a la derecha abajo se representan distintos tipos de experimentacion
con el ADN ambiental con aspectos claves a diferentes escalas espaciales y temporales (Modificado de Petersen, et al. 2009).

2) Consideraciones respecto
a la ecologia del eDNA

En general el eDNA se presenta en distintos gra-
dos de fragmentacion que estin directamente
relacionadas a las condiciones biologicas y eco-
logicas del sitio de estudio (Nester, et al. 2020),
ya que se enfrenta de inmediato a procesos de
degradacion al ser liberado al medio, produci-
dos principalmente por factores abidticos (e.g.

radiacion UV, velocidad y turbulencia del agua,
temperatura, pH, entre otros) y bidticos (e.g. la
actividad enzimadtica y microbiana presente), lo
que puede influir en su deteccion (Harper, et
al. 2018; Cilleros, et al. 2019), al igual que las ca-
racteristicas propias de los individuos como la
edad, los habitos de alimentacion, el tamafio




corporal y la ocupacion de habitat (Stat, et al.
2019; Nester, et al. 2020). Mdas aln, es necesario
considerar el traslado del ADN por el ambien-
te, su posible adsorcion al material particulado,
donde diversos investigadores han observado
un transporte a kilobmetros de distancia desde
su origen, y la dinamica de fuente-sumidero, es
decir, la acumulacién del ADN en diferentes
sectores de las pozas y rapidos en ambientes
l6ticos, o bien, en el perfil de profundidad o de
temperatura en ambientes lénticos (Barnes y
Turner, 2016; Antognazza, et al. 2019; Nester,
et al. 2020). Chile podria posicionarse como un
potencial laboratorio natural para poner a prue-
ba distintos protocolos para el uso y deteccion
del eDNA, debido a la heterogeneidad de am-
bientes contrastantes que se encuentran distri-
buidos a lo largo del gradiente latitudinal de
nuestro pais, permitiendo identificar a priori los
posibles factores bioticos y abidticos que po-
drian influir en la deteccion y persistencia del
material genético en ecosistemas acuaticos. En
este contexto, en las diferentes ecorregiones
(Figura 1), planteamos las siguientes hipotesis
sobre el posible estado del eDNA, de acuerdo
con las caracteristicas ambientales al momento
de realizar un monitoreo ambiental a través del
eDNA en Chile:

* Las ecorregiones de Titicaca, Atacama y
Mar Chiquita—Salinas Grande presentan uno
de los mayores niveles de radiacion UV a ni-
vel mundial, fuertes variaciones diarias de
temperatura, y cambios en la calidad del agua
debido a las fuertes precipitaciones concen-
tradas en época estival. Ademas, existen sa-
lares y vertientes que alimentan los espejos
de agua, presentando altas concentracion de
sales y metales pesados, condiciones extre-
mas que disminuyen la abundancia y rique-
za de especies. Todas estas caracteristicas
(i) podrian influir en la deteccion y/o tem-
prana degradacion del eDNA, y (ii) podrian
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interferir en los ensayos moleculares poste-
riores mediante la presencia de inhibidores
inorganicos. Ademas, el marcado endemis-
mo en estas ecorregiones (iii) implicaria que
los partidores utilizados en metabarcoding
posiblemente no sean adecuados, necesitan-
do el desarrollo de nuevos partidores para
uso local.

« En la zona norte de la ecorregion de los
Andes del Sur existen cuerpos de aguas tem-
porales regulados por estacionalidad anual
(régimen pluvio-nival caracteristica de zo-
nas mediterraneas secas y secano costero),
como también por efectos antropogénicos.
Los deshielos en época primaveral aumen-
tan de manera significativa la turbidez de las
aguas corrientes. Por lo tanto, (iv) el eDNA
tendria tiempos de residencia mas cortos
comparativamente a otras zonas bioclimati-
cas, (v) debido a las altas cantidades de ma-
terial disuelto y particulado los filtros se col-
matarian tempranamente, y (vi) existirian
diferencias temporales en la relacion densi-
dad de organismos vs eDNA.

* Desde la cuenca del rio Bio Bio hacia el sur
de la ecorregion Andes del Sur se presentan
humedales oligotroficos, de baja conducti-
vidad y con poca carga de materia organica
especialmente en las cabeceras de los rios,
(vii) lo que afectaria la permanencia del
eDNA en el ambiente. Ademas, la riqueza y
diversidad de especies icticas aumenta has-
ta el maximo en esta zona, (ix) lo que po-
dria requerir del desarrollo de partidores
grupo-especificos para uso local.

e La ecorregion de Lagos Valdivianos se ca-
racteriza por la presencia de ecosistemas la-
custres que regulan el caudal de los rios, y
producto de las altas lluvias e importante
desarrollo de vegetacion, (x) la alta presen-




cia de compuestos humicos y similares afec-
ten el desempefio de los métodos molecula-
res basados en eDNA; (xi) mismo patron que
se debiera observar en los humedales de la
Isla de Chiloé.

» Finalmente, en la zona Sur—Austral conte-
nida por la ecorregion de la Patagonia, au-
mentan considerablemente las precipitacio-
nes, los rios presentan alto caudal y tramos
cortos que desembocan en fiordos, lo que
podria influir en la densidad del material ge-
nético, (xii) necesitando mayores volume-
nes de agua para obtener similares cantida-
des de eDNA respecto a otras zonas en Chile;
ademas, (xiii) el ecotono estuarino pudiese
producir falsos positivos si existe resuspen-
sion importante de sedimentos.

De este modo, la ecologia del eDNA esta ligada
directamente con el sitio de estudio y con la es-
pecie objetivo, lo que presenta distintos grados
de dificultad para su obtencion y procesamien-
to (Harrison, et al. 2019), sin embargo, genera
datos mas claros, rapidos de obtener y mas re-
presentativos, permitiendo tomar mejores deci-
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siones respecto a la preservacion y conservacion
de la biodiversidad, y por consiguiente, la sus-
tentabilidad y estabilidad de los procesos ecolo-
gicos de los ecosistemas en constante cambio.

MATERIALES Y METODOS
Toma de muestras

Para comprobar la efectividad de las técnicas de
deteccion de eDNA en sistemas acudticos loca-
les, se procedi6 a muestrear 2 sistemas fluviales
con caracteristicas distintas ubicados en la eco-
rregion de los Lagos Valdivianos: el rio Maullin
y el rio Petrohué (41°19°43"’S 73°2’470; y
41°10’50"'S 72°27°33”, respectivamente). El rio
Maullin nace en el lago Llanquihue y posee un
régimen de alimentacién netamente pluvial con
regulacion lacustre, alcanza una longitud de 85
Km y desemboca sus aguas en el océano Pacifico.
El rio Petrohué, en tanto, corresponde al efluen-
te del lago Todos los Santos, presenta igualmen-
te un régimen de alimentacion pluvial con
regulacion lacustre y aporte de aguas de deshie-
lo, presenta zonas de rapidos en la parte
superior del curso, y abarca una longitud de 36
Km para luego desembocar en el estero de
Reloncavi (Figura 3).
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Figura 3:

A, Panorama general de los
sistemas en la Ecorregion de
los Lagos Valdivianos. B, Vi-
sion general de los cuerpos
de agua distribuidos en la

T
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zona de estudio y los sitios
de muestreo, rio Petrohué
y rio Maullin (indicado con
tridngulo y circulo, respecti-
vamente). C, Rio Petrohué con
mirada aguas abajo del punto
de muestreo, con presencia
de rapidos. D, Rio Maullin con
vista aguas arriba del punto
de muestreo.




En cada uno de los humedales se filtré 1000 mL
de agua en los distintos sitios en sextuplicado,
utilizando una bomba peristaltica portatil
Alexis® (Pegasus) con bateria y filtros estériles
Nalgene (ThermoFisher) de nitrato de celulosa
de 0.45 um. Cada réplica se almacend en buffer
Longmire (Longmire, et al. 1997) el cual man-
tiene integro el ADN a temperatura ambiente
hasta su procesamiento.

Extraccion y purificacion eDNA

Los trabajos con eDNA deben ser realizados en
laboratorios especializados e independientes
para su extraccion, para evitar contaminaciones
cruzadas entre las muestras, por ello las mues-
tras fueron subdivididas y trabajadas de forma
independiente por sitio. La extraccion de ADN
se llevo a cabo en el laboratorio de Limnoecologia
de la Universidad de Playa Ancha. Se realiz6 si-
guiendo el método de Fenol-Cloroformo-
Isopropil IT (PClo2; Deiner, et al. 2018) y un kit
comercial (kit Fast DNA Spin, MP Biomedicals),
con el objetivo de evaluar y seleccionar el mé-
todo de extraccion mds 6ptimo, dependiendo
del sitio de muestreo. Ademas, se agreg6 un ter-
cer tratamiento a las muestras utilizando un pro-
ceso de purificacion del ADN removiendo inhi-
bidores, mediante el kit comercial One Step PCR
Inhibitor Removal (Zymo Research). Las ex-
tracciones de ADN se realizaron en tandas por
sitio y por método, agregando un control de ex-
traccion con agua ultrapura como blanco. Para
los kits comerciales se siguieron las recomen-
daciones del fabricante, mientras que para el
meétodo PCloz2 se siguio las indicaciones de
Deiner, et al. (2018). Brevemente, se utilizaron
tubos eppendorf de 2 mL con los filtros, 700 uL
de buffer y 24 uL de proteinasa K (20 mg/mL)
para digerir durante la noche a 55 °C. Se prepa-
raron nuevos tubos de 2 mL con 27 mmg3 aprox.
de grasa High Vacuum (Dow Corning) y se les
aplico luz UV por 30 minutos. Se realiz6 un vor-
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tex a las muestras lisadas y se transfiri6 550 uL
del sobrenadante a los nuevos tubos con grasa,
agregando 550 uL de fenol-cloroformo-isoamil
a cada tubo, agitando vigorosamente por 5 mi-
nutos. Posteriormente se centrifugaron las mues-
tras por 5 minutos a 10.000 RPM y se agregaron
550 uL de cloroformo-isoamil, agitando nueva-
mente por 5 minutos, y centrifugando otros 5
minutos a 10.000 RPM. Se traspaso el sobrena-
dante a nuevos tubos, agregando 44 uL de NaCl
5M, 1100 uL de EtOH 100 % y se mantuvo du-
rante la noche a 4°C. Al dia siguiente se centri-
fugaron las muestras a 10.000 RPM por 30 mi-
nutos, se descarto el alcohol, se agreg6 EtOH 70
%, centrifugando nuevamente por 30 minutos a
10.000 RPM y se descarto el alcohol. Las mues-
tras se dejaron evaporar a temperatura ambien-
te por 24 horas, re-suspendiendo el ADN en 75
uL de agua ultrapura, re-disolviendo las mues-
tras a 55 °C por 10 minutos y manteniendo las
muestras hasta andlisis a -20 °C.

Para evaluar la eficiencia de cada método de ex-
traccion, se cuantifico la concentracion de eDNA
obtenido en cada procedimiento mediante dos
técnicas. La primera de ella fue por fluorome-
tria a través del equipo Qubit 2.0 (Invitrogen,
Thermofisher) que consiste en la utilizacion de
fluoréforos especificos que se unen a la doble
hebra de ADN (Qubit dsDNA HS Assay Kit) y
el segundo fue por espectrofotometria (Take 3,
Biotek; en una plataforma de lectura Cytation
5), donde se midi6 la absorbancia 260/280 nm
en cada muestra para cuantificar ADN y protei-
nas, en duplicado.

Ensayos moleculares

Se realizaron ensayos de PCR de las diferentes
extracciones, montados en un laboratorio de
pre PCR separado y habilitado especialmente
para tal procedimiento. Para ello se utilizaron
diferentes partidores, con tal de obtener un frag-




mento especifico de dos genes ribosomales: 128
y 16S; ademas se incluyeron blancos de PCR co-
rrespondientes a los controles de filtracion. En
primer lugar a cada muestra se le realizé un en-
sayo de PCR con los partidores 12S MiFish-U
(F 5-GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC-3’y R
5-CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG-3'),
el que es especifico para peces (Miya, et al. 2015).
Con esta amplificacion se buscé evaluar el éxi-
to de amplificacion y evaluar la presencia de pe-
ces en cada método de extraccion y para todas
las réplicas, incluyendo los controles.

En el caso del gen 168, se realizé una PCR anida-
da utilizando primero los partidores 16S-F-new
(5’- GCCTGCCCTGTGACTATGG -3’) (Clusa,
et al. 2017) y 16SBr (Palumbi, et al. 2002). A par-
tir del producto PCR de este experimento, se
realiz6 una segunda PCR con los partidores 16S-F-
Salmo (5- AAGACCTGTATGAATGGCATC -3°)
y 16S-R-Salmo (5'- TCGATAGGGACTCTGGGAGA
-3’) (Zaiko, et al. 2015) especificos para salmo-
nidos. Se realiz6 un control interno en cada PCR
para evitar falsos positivos dentro de los resul-
tados. De acuerdo a nuestros andlisis previos, la
primera PCR amplifica para galaxidos nativos y
salmonidos presentes en Chile, mientras que la
segunda PCR seria especifica para salmonidos
(Clusa, et al. 2017). Con estos ensayos de am-
plificacién se busco evaluar la presencia de es-
tos grupos de peces en las muestras de eDNA,
incluyendo igualmente los controles.

En todos los ensayos se trabajo con Sapphire
Amp Fast PCR Master Mix (Takara), y cada par-
tidor a una concentracién final de 200 nM. El
protocolo de PCR fue el siguiente: 94°C por 1
min, seguido por 30 ciclos de 98°C por 5 seg,
T°C por 5segy 72°C por 10 seg. La temperatu-
ra de alineamiento (T°C) dependi6 de las
especificaciones de cada partidor. Cada expe-
rimento de amplificacién fue chequeado en
geles de agarosa al 1%.
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Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de varianza de una via para
evaluar las diferencias entre la concentraciéon
de ADN obtenida mediante Qubit, Take 3 y para
los indices 260/280; mientras que se realizo un
test de Tukey a posteriori para evaluar especial-
mente las diferencias entre métodos de extrac-
cion de ADN y respecto a los controles por si-
tio. En el caso de los experimentos de PCR, se
realizé un test de proporciones Chi cuadrado
para evaluar la independencia del método de
extraccion de ADN respecto al éxito de ampli-
ficacion. Todos los andlisis y graficos fueron
realizados en el software R v 4.0.1.

RESULTADOS

Los resultados de extracciéon de ADN fueron
dispares entre los dos sitios (Figura 4). En el
rio Maullin los promedios de concentracién de
ADN (ng/ul) de acuerdo a las mediciones rea-
lizadas por Qubit 2.0 fueron de 7.2 (+ 2.2 [+ 1
desviacion estandar]), 4.23 (+ 4.4) y 4.9 (+ 1.9)
para el kit Fast DNA, el método PClo2 y el mé-
todo PClIo2 + kit Zymo respectivamente, sin
embargo, so6lo hay diferencias significativas
respecto a los controles (F5,18 = 4.295, p =
0.009), y no existieron diferencias para las con-
centraciones de ADN obtenidas entre los mé-
todos. En el rio Petrohué, por otro lado, los
promedios de concentracion de ADN (ng/ul)
medidas por el mismo método fueron meno-
res, con valores de 1.2 (+ 1.9) para el kit Fast
DNA, 3.9 (+ 4.0) para el método PCIo2 y 1.6
(+ 2.4) para el método PClo2 + kit Zymo, sin
embargo, no se encontraron diferencias signi-
ficativas respecto a los controles ni entre los
métodos de extraccion (Fs,18 = 1.304, p = 0.306).

En el caso de las concentraciones de ADN me-
didas por espectrofotometria mediante Take3
(Tabla 1), en general los promedios son mayores
a los reportados por Qubit, y existen diferen-




Concentracion de ADN (ng/ul)
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cias entre los valores medidos para el rio Maullin ~ entre el método PClo2 vs PClo2 + kit Zymo.
(Fs5,42 =12.06, p > 0.001) y para el rio Petrohué ~ Respecto a los valores del indice 260/280 para
(Fs5,42 = 7.474, p > 0.001). En el rio Maullin, se el rio Maullin (Fs,42 = 7.757, p > 0.001), NO exis-
observaron diferencias a posteriori para las  tieron diferencias a posteriori entre los méto-
comparaciones Fast DNA vs PClo2 y PClo2 vs dos, sin embargo, para el rio Petrohué (Fs,42 =
PCIoz2 + kit Zymo, pero no para el método Fast 4.129, p = 0.004) se apreciaron diferencias a
DNA vs PClo2 + kit Zymo, mientras que para  posteriori entre el método Fast DNA vs PClo2
el rio Petrohué, solo se observaron diferencias  + kit Zymao.
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Figura 4: Concentraciéon de ADN en ng/ul segtin método de extraccion utilizando Qubit 2.0. Las barras indican los promedios;
los intervalos indican error estandar; los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control.
A, Rio Maullin. B, Rio Petrohué.
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260/280

Desviacion

s maximo
estandar

Rio Maullin Fast DNA

Control Fast

Rio Maullin DNA 15.85 4.16 1.45 1.73 1.63

Rio Maullin PClo2 214.95 144.12 1.45 1.64 1.54

Rio Maullin Control PClo2 0.5 1.02 -1.21 1.4 0.22

Rio Maullin PClo2 + Zymo 27.36 10.97 1.55 1.94 1.72

. . Control PClo2

Rio Maullin e 2.73 1.5 1.8 9.95 4.63
Rio Petrohué Fast DNA 27.77 7.31 1.47 2.02 1.71
Rio Petrohué o] Fat 28.25 12.68 1.82 1.9 1.86

DNA

Rio Petrohué PClo2 45.18 33.58 1.7 2.03 1.85
Rio Petrohué Control PClo2 2.59 1.45 1.56 1.83 1.7
Rio Petrohué PClo2 + Zymo 7.62 7.66 1.75 6.28 2.89
Rio Petrohué o] Pelen 1.91 0.32 1.71 6.11 3.49

+ Zymo

Tabla 1: Mediciones de concentracion y calidad de ADN segin método espectrofotométrico, por sitio de estudio y

método de extraccion de ADN.

Al analizar el éxito de amplificacion con los par-
tidores 12S MiFish, 16S NewF y 16S Salmo (Tabla
2), se observd que todos los controles eviden-
ciaron ausencia de amplificacion positiva, tanto
para las PCR iniciales (12S y 16S NewF), como
para las PCR anidadas (16S Salmo). Respecto
a la deteccion de peces mediante los partido-
res MiFish 12§ y al éxito de amplificacién para
los partidores 12S MiFish, para el rio Maullin
se observaron diferencias respecto al método,
donde 4 de 6 réplicas amplificaron para el kit

Fast DNA, mientras que o de 6 réplicas lo hi-
cieron para el método PClo2, y 2 de 6 réplicas
amplificaron al utilizar el kit Zymo + el méto-
do PClo2; observando dependencia del método
de extraccion respecto al éxito de amplificacion
marginalmente significativo (Chi cuadrado2 =
6, p = 0.05). En el rio Petrohué, en tanto, tam-
bién hubieron diferencias, el kit Fast DNA
amplifico 6 de 6 réplicas, el método PCIo2 am-
plifico 5 de 6 réplicas, mientras que la limpieza
con el kit Zymo + el método PClo2 sélo gene-




r6 2 de 6 bandeos positivos, existiendo igual-
mente dependencia del método de extraccion
respecto al éxito de amplificacion (Chi cuadra-
do2 = 7.2, p = 0.027).

La deteccion de salmonidos y galdxidos con los
partidores 16S-F-new y 16S-F-Salmo también mos-
traron diferencias (Tabla 2). En el caso del rio
Maullin y para la primera PCR se observaron 4
de 6 réplicas positivas para el kit Fast DNA, mien-
tras que el método PCIo2 no tuvo amplificacio-
nes positivas, y al utilizar el kit Zymo + el método
PCIo2 hubieron 3 de 6 amplificaciones positivas;
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en este caso se observéd dependencia del éxito de
amplificacion respecto al método de extraccion
de ADN (Chi cuadrado2 = 6.078, p = 0.048). Al
analizar la segunda PCR, el kit Fast DNA mostroé 3
de 6 amplificaciones positivas, y tanto el método
PClo2 y al utilizar el kit Zymo las amplificaciones
positivas aumentaron (Chi cuadrado2 = 3.88, p
= 0.14). Finalmente, para el rio Petrohué las am-
plificaciones en la primera PCR fueron casi 100
% exitosas para los tres métodos (Chi cuadrado2
= 1.125, p = 0.57), aunque sélo el método PCIo2
mantuvo el éxito de amplificacion en la segunda
PCR (Chi cuadrado2 = 5.85, p = 0.054).

Rio Maullin Fast DNA 4/6* 4/6* 3/6
q q Control Fast
Rio Maullin DNA 0/2 0/2 0/2
Rio Maullin PClo2 0/6* 0/6* 4/6
Rio Maullin Control PClo2 0/2 0/2 0/2
Rio Maullin PClo2 + Zymo 2/6* 3/6* 6/6
: : Control PClo2 +
Rio Maullin ot 0/2 0/2 0/2
Rio Petrohué Fast DNA 6/6* 5/6 1/6
; : Control Fast
Rio Petrohué DNA 0/2 0/2 0/2
Rio Petrohué PClo2 5/6* 5/6 5/6
Rio Petrohué Control PClo2 0/2 0/2 0/2
Rio Petrohué PClo2 + Zymo 2/6* 6/6 2/6
Rio Petrohué Control PClo2 + 0/2 0/2 0/2

Zymo

Tabla 2: Exito de amplificacion segtin sitio de muestreo, método de extraccién de ADN y partidores utilizados.

*Indican diferencias significativa entre las proporciones.




DISCUSION

Los altos costos de conservacion (i.e. el costo
alternativo de reemplazar una actividad antro-
pica actual o futura por proteger la biodiversidad)
alo largo del pais, otorgan escasas posibilidades
para aplicar alguna estrategia de conservacion
(Jorquera-Jaramillo, et al. 2012). Sin embargo,
los analisis basados en eDNA pueden otorgar-
nos informacién méis completa y acabada sobre
el estado del ecosistema a través de las diferen-
tes técnicas moleculares, posicionandose como
una herramienta atil para monitorear la com-
posicion de especies y su distribucion muy
rapidamente, entregando informacion sobre los
cambios en la biodiversidad o alteracion del fun-
cionamiento de los ecosistemas (Cristecu y
Hebert, 2018). En el presente trabajo se analizo
la concentracion del ADN extraido y cuantifi-
cado por dos métodos diferentes y su posterior
analisis, provenientes de dos rios fisicamente
diferentes. El rio Petrohué se caracteriza por
tener sectores angostos y algunos sectores tur-
bulentos con presencia de rapidos, siendo sus
aguas por lo general pristinas (DGA, 2009);
por otro lado, el rio Maullin tiene un cauce en
promedio mas ancho y profundo, y sus aguas al
ser provenientes del Lago Llanquihue, presen-
tan probablemente un mayor grado de trofia
producto de la intervencion antropogénica en
este sector (DGA, 2004). Considerando las
caracteristicas ambientales de cada sitio de mues-
treo, los resultados indican diferencias en la
concentracion de ADN, independiente del
método de cuantificacion (Figura 4; Tabla 1),
los cual podria estar ligado al transporte del
ADN y aglomeracién de este producido princi-
palmente en rios turbulentos (Barnes y Turner,
2016; Antognazza, et al. 2019) y a la presencia
de material particulado asociado a aguas con alta
carga organica y presencia de inhibidores, siendo
necesario aplicar métodos de purificacion de
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ADN, los cuales pueden disminuir la concen-
tracion de ADN final (Hunter et al. 2019), como
se puede observar al comparar las concentra-
ciones obtenidas por PClo2 y PClo2 + Zymo
(Tabla 1). Ademas, las diferencias en los valores
de concentracion de ADN por Take 3 y Qubit
2.0 se deben principalmente a la especificidad
de la técnica fluorimétrica, en donde la tinciéon
se une especificamente al ADN de doble hebra
(Ponti, et al. 2018), en cambio, la espectrome-
tria al medir a una absorbancia a diferentes
longitudes de onda, también puede estar cuan-
tificando proteinas, ARN y otros compuestos,
lo que nos permite saber la calidad del ADN
(Ponti, et al. 2018). En este sentido, los valores
del indice A260/280, de las muestras provenien-
tes de los rios Petrohué y Maullin presentaron
en su mayoria una calidad de ADN 6ptima (en-
tre 1.6—2.0) (Wasko, et al. 2003) a excepcion
del método de extraccion PCIoz + Zymo que en
el caso del rio Petrohué puede estar presentan-
do contaminacion por presencia de ARN
(Loughrey y Marlock, 2017); mientras que el
método PClIo2 en el rio Maullin por contamina-
cion de compuestos aromaticos como el fenol
(Koetsier y Cantor, 2019). Por otro lado, los
resultados de PCR fueron variados de acuerdo
al método de extraccion y al partidor utilizado
(Tabla 2), destacando el valor del trabajo de
variadas réplicas en terreno para sustentar los
resultados, sobre todo en una fase experimental
(Hunter, et al. 2019 ). Destaca la importancia de
la cantidad de réplicas y controles internos (e.g.
de filtracion y extraccion de ADN) durante el
desarrollo de los experimentos, esto con el fin
de disminuir la probabilidad de falsos negativos
y asegurar una correcta interpretacion de los
resultados sobre la biodiversidad presente al
momento de tomar decision sobre conserva-
cion. Finalmente, resulta de extrema importan-




cia optimizar los métodos iniciales en el flujo
de trabajo del eDNA y determinar, por ejemplo,
el efecto del material filtrante, tamafio de poro
y método de extraccion (Deiner, et al. 2018).

CONCLUSIONES

Chile posee 1.251 rios con particularidades tni-
cas (DGA, 2016), donde podemos encontrar en
zonas cordilleranas rios con alto contenido mi-
neral, tramos de pH extremadamente acidos y
presencia de metales pesados, y en otras zonas
del pais, encontrar rios con baja conductividad
y productividad (DGA, 2016; MMA, 2019). Asi
técnicas ampliamente estudiadas a nivel mun-
dial como el anilisis del eDNA hacen necesaria
su previa experimentacion y estandarizacion en
las diferentes ecoregiones de nuestro pais, sien-
do fundamental la eleccion de un apropiado mé-
todo de filtracion, extraccion y andlisis, segin
las caracteristicas bidticas y abidticas que pre-
sente el sitio de estudio, en la que Chile cuenta
con un amplio espectro de aplicabilidad para el
uso de técnicas moleculares basada en eDNA.
En perspectiva de investigacion y desarrollo es
deseable una mayor implementacion de técni-
cas novedosas, considerando las metas que se
han propuesto a nivel pais, en cuanto a la pre-
servacion y conservacion de la diversidad bio-
logica en el contexto actual de cambio climati-
co (MMA, 2017). En este sentido para ir
avanzando en nuevas politicas de manejo se ne-
cesitara de la actualizacion de bases de datos de
relevancia (e. g. distribucion de especies que
estén en el reglamento de clasificacion de las
especies (RCE), asi como también de especies
invasoras), y la implementacion de nuevos pro-
tocolos de monitoreos, tomando el uso de eDNA
como una alternativa atractiva y factible para
realizar en complemento con metodologias tra-
dicionales de muestreo.
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